Isolation of non-tuberculous mycobacteria among tuberculosis patients during a five-year period in Croatia by Žmak, Ljiljana et al.








































The aim of  this  study was  to evaluate  the  frequency and  to assess  the main NTM  species 
isolated among all bacteriologically confirmed TB patients during a five years period in Croatia. 


















identified  as human pathogens only  several decades  ago  [1,2]. Given  the prolonged  time 
engaged  in  fighting TB, many aspects of  the disease have been  identified and extensively 
studied. Moreover, M. tuberculosis as an obligate pathogen presents a clear picture regarding 




need  for  therapy  [3‐5].  In  order  to  elucidate  the  clinical  importance  of  NTM  isolation, 
guidelines on how to diagnose mycobacteriosis were issued [1,2]. Main criterion in the NTM 






relevant  or  do  we  have  to  take  the  NTM  disease  criteria  “cum  grano  salis”  in  specific 
circumstances?  
In  this  study, we wanted  to  evaluate  the  frequency  and  to  assess  the main NTM  species 
isolated among all bacteriologically confirmed TB patients during a five years period in Croatia. 
























groups;  co‐isolation  group encompassed  those with NTM  isolated  in  the period  from  two 
months  prior  up  to  nine months  after  TB  isolation,  while  after‐isolation  group  included 
patients with NTM isolated more than 9 months after M. tuberculosis isolation. Data recorded 
were  as  follows:  patient’s  age,  sex,  county  of  residence  (n=21),  rural  or  urban  region  of 
residence, time of NTM  isolation in relation to TB, species of NTM isolated, results for drug 
susceptibility testing (DST) of M. tuberculosis and M. tuberculosis genotype. 
All  samples were processed according  to  standard procedures as previously described  [8]. 




solid  medium  at  the  following  final  drug  concentrations:  isoniazid  (INH)  at  0.2 μg/ml, 
rifampicin  (RMP) at 40 μg/ml,  streptomycin  (STM) at 4 μg/ml and ethambutol  (EMB) at 2
μg/ml [12‐14]. MIRU‐VNTR genotyping was performed according to the previously described 
protocol [15‐17]. The MIRU‐type was assessed combining the results of the 15 loci tested: 580 





















































Out of 140 TB strains  included  in our study, genotyping  information was available  for 138. 












the  TB  incidence  decreased  from  22/100,000  in  2007  to  13/100,000  inhabitants  in  2011. 
Clinicians, as well as microbiologists, are starting to get familiar with NTMs and efforts were 
made  to  evaluate  the  importance  of  NTM  as  disease  causing  pathogens  in  Croatia  [18]. 
Jankovic  et  al.  estimated  that  the  incidence  of  pulmonary  NTM  disease  is  low,  namely 
0.23/100,000 inhabitants, significantly lower than TB incidence [18]. However, during the last 
two decades, we have also observed an increasing trend in the number of NTM isolates (NRL 
data).  In  our  study  we  showed  the  frequency  of  NTM  in  patients  with  bacteriologically 
confirmed TB. From all bacteriologically confirmed patients, 4.3% had also NTM isolated from 
respiratory specimens. This  is, to our knowledge, the  lowest NTM  isolation frequency  in TB 
patients. Few studies that  investigated such co‐infections found variable, but unequivocally 
higher percentage of NTM isolates. Namely, studies from USA and Canada, countries with a 





agent,  while  microbiologists  do  not  always  use  adequate  tools.  Namely,  in  Croatia  all 
laboratories don’t use  liquid media for TB culture, thus having  less chance to  identify NTM. 
Another  reason  is  the  financial  aspect  of  NTM  identification.  Local  laboratories  are  not 
equipped  for NTM  identification and have  to  send out  the  isolates  to  the NRL. This  could 
sometimes be discouraged given the cost and general low awareness of pathogenic potential 
of NTMs. 


















multiple  isolation  of M.  gordonae  and M.  terrae  in  patients with  TB  are  not  considered 
important as these species are rarely pathogenic, more attention should be given to isolates 
of potentially pathogenic species such as M. chelonae, M. abscessus, M.  fortuitum and M. 
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N  %  N  %  N 
M. gordonae  31  62.00  19  38.00  50 
M. fortuitum  17  70.83  7  29.17  24 
M. xenopi  11  68.75  5  31.25  16 
M. terrae  3  30  7  70  10 
M. vaccae  7  100  0  0  7 
M. nonchromogenicum  5  83.33  1  16.67  6 
M. chelonae  4  66.67  2  33.33  6 
M. abscessus  5  83.33  1  16.67  6 
M. peregrinum  3  75.00  1  25.00  4 
M. triviale  3  100  0  0  3 
M. celatum  2  100  0  0  2 
M. avium  2  100  0  0  2 
M. scrofulaceum  0  0  1  100  1 
M. kansasii  1  100  0  0  1 
M. mucogenicum  0  0  1  100  1 
Mycobacterium spp.  1  100  0  0  1 
Total  95  67.86  45  32.14  140 








NTM species  2 NTM isolates  3 NTM isolates  6 NTM isolates 
M. fortuitum  3     
M. gordonae  3  1   
M. terrae  1     
M. xenopi  1    1 
M. chelonae  1  1   
M. abscessus    1   
 
